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Abstrakt  
Název diplomové práce: Deriváty pyrazinu jako potenciální léčiva III.  
V rámci diplomové práce byla provedena rešerše zaměřená na současný význam 
tuberkulózy ve světě a na její terapii. V chemické literatuře byly zjištěny metody 
přípravy substituovaných esterů pyrazinkarboxylové kyseliny. Bylo syntetizováno šest 
dosud nepopsaných látek charakteru substituovaných esteru pyrazinkarboxylové 
kyseliny. Látky byly syntetizovány na mikrovlnném systému CEM Discover s 
autosamplerem Explorer 24 a přečištěny a separovány pomocí přístroje CombiFlash® 
Rf. Všechny produkty byly charakterizovány teplotou tání, TLC, IČ, 
1
H, 
13
C NMR 
spektry. Série látek byla podrobena in vitro biologickému hodnocení. Práce přináší nové 
údaje o antimykobakteriální  aktivitě. Jsou zde uvedeny i vypočtené hodnoty log P nově 
připravených látek.  
 
Abstract  
Title of the diploma thesis: Derivates of Pyrazine as potentional drugs III.  
Within this thesis the research focused on the current influence of tuberculosis in 
the world was carried out as well as its therapy. In the chemical literature, there were 
found some methods to prepare the substituted esters of pyrazincarboxylic acid. There 
was synthesized six substances of the character like esters pyrazincarboxylic acid, that 
had not been described so far. The compounds were synthesized in the CEM Discover 
microwave system with Explorer 24 autosampler and purified and separated using a 
CombiFlash ® Rf. Device. All the products were characterized by melting point, TLC, 
IR, 1H, 13C NMR spectra. Series of substances were subjected to in vitro biological 
evaluation. The work result brings some new information on the antimycobacterial 
activity. In addition, the calculated log P values of newly prepared compounds are also 
presented in this thesis.  
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1 CÍL DIPLOMOVÉ PRÁCE 
 
Katedra farmaceutické chemie a kontroly léčiv se dlouhodobě zabývá studiem 
syntézy nových derivátů pyrazinu s potenciálním antimykobakteriálním a antifungálním 
účinkem. Tato diplomová práce je dalším příspěvkem k řešení výzkumných úkolů 
katedry.  
Cílem diplomové práce je pokusit se připravit biologicky (tj. antifungálně a 
především antimykobakteriálně) aktivní deriváty pyrazinkarboxylové kyseliny.  
 
Konkrétními úkoly bylo: 
 
1.Provést rešerši zaměřenou především na současný význam tuberkulózy ve světě 
 
2.V dostupné chemické literatuře zjistit metody přípravy substituovaných esterů     
    pyrazinkarboxylové kyseliny.  
 
3.Připravit substituované estery pyrazinkarboxylové kyseliny, ve kterých je připojený 
aromatický kruh v různých polohách substituován různými substituenty.  
 
4.Připravené sloučeniny dostatečně vyčistit a předat na stanovení jejich 
antituberkulotické aktivity. 
 
5.Vypočítat log P nově připravených derivátů.  
 
6.Zjistit vztah mezi strukturou, biologickým účinkem a lipofilitou v sérii připravených 
látek.  
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2 ÚVODNÍ ČÁST 
 
 
 
2.1 Tuberkulóza a její výskyt  
 
Tuberkulóza (TBC) je infekční onemocnění vyvolané některým kmenem ze 
skupiny Mycobacterium (M.) tuberculosis. Do této skupiny patří M. tuberculosis, M. 
africanum, M. microti, bacil Calmette-Guérinův (BCG).  
Zdrojem nákazy TBC je v dnešní době v naprosté většině případů nemocný 
člověk vylučující patogenní mykobaktéria. Branou vstupu infekce je dýchací ústrojí, 
vzácně trávicí ústrojí nebo kůže.Tuberkulóza je celkové infekční onemocnění, které je 
řazené mezi specifické zánětlivé procesy. Název tuberkulóza je odvozen od latinského 
slova tuberculum = uzlíček, který je charakteristickým patologicko-anatomickým 
projevem tohoto zánětu1.  
Tuberkulóza je celosvětově rozšířené specifické infekční onemocnění. I přes 
úspěchy v léčbě, které byly dosaženy, považuje Světová zdravotnická organizace 
tuberkulózu za závažný celosvětový problém. Jedna třetina lidstva je touto nemocí 
infikována a každoročně onemocní na celém světě 8 milionů nových pacientů. Z tohoto 
počtu 2 až 3 miliony osob zemřou, přičemž 95 %jich je z rozvojových zemí. 
Tuberkulóza usmrtí každoročně 250 000 dětí. Největší výskyt tuberkulózy je v 
subsaharské Africe, která hlásí více než 100 případů na 100 tisíc obyvatel za rok, dále v 
jihovýchodní Asii, Mongolsku, Kazachstánu, Rusku, Číně a Indii 2. 
 
Incidence TBC ve světě 3 
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Incidence tuberkulózy v České republice má od roku 1989 klesající tendenci. V 
roce 2006 bylo v České republice hlášeno 973 nových případů (a recidiv) TBC všech 
forem a lokalizací, což představuje 9,5 hlášeného případu TBC na 100 000 obyvatel. 
Incidence tuberkulózy je vyšší u starších nemocných a v rizikových skupinách. Mezi 
rizikové skupiny v ČR patří vězni, bezdomovci, drogově závislé osoby a alkoholici. V 
ČR je zatím epidemiologická situace TBC příznivá a pod kontrolou4. 
 
TBC dělíme na primární a postprimární :  
Primární tuberkulóza je projevem prvního setkání s tuberkulózním 
mykobaktériemi u jedince, který doposud nemá vytvořeny antimykobakteriálním 
protilátky. Nejčastěji je to klinicky němá forma, která se u populace projeví konverzí 
tuberkulinové reakce. Příkladem primární tuberkulózní reakce v plicním parenchymu je 
tzv. primární tuberkulózní komplex – tj. po inhalaci mykobaktéria vzniká primární 
plicní infekt, lymfangoitida a lymfadenitida. Primární komplex se hojí fibrotizací, 
později může dojít ke kalcifikaci, tyto kalcifikované léze mohou být jedinou známkou 
proběhlého onemocnění. Primární tuberkulóza se většinou spontánně vyhojí, jen 
výjimečně dochází ke generalizaci nebo přímému vývoji do postprimárních forem. 
Zhojením primární TBC jedinec získá schopnost specifické obrany vůči TBC infekci a 
tento vyvážený imunobiologický stav může přetrvávat po celý život. Primární 
tuberkulózu u nás vzhledem k povinnému očkování proti TBC prakticky nevidíme. 
Postprimární tuberkulóza vzniká u osob, které prodělaly tuberkulózu primární. 
Může vznikat přímým přechodem z primární formy nebo endogenní reaktivací starého 
kalcifikovaného primárního ložiska, obsahujícího mykobakterie při oslabení imunitního 
stavu organismu, při podvýživě, alkoholismu, zneužívání drog, diabetu, infekci virem 
HIV nebo při chorobách léčených kortikoidy nebo imunosupresivy. Postprimární 
tuberkulóza plic může nabývat rozmanitých forem, její klinický obraz může být 
nespecifický5 6. 
Příznaky TBC jsou netypické. Pacienti udávají celkovou únavu, zvýšené teploty, 
kašel, suchý i s expektorací sputa, výrazné noční poty, někdy i hemoptýzu. Může dojít k 
váhovému úbytku několika kg během pár týdnů. I přes podaná antibiotika tyto 
symptomy neustupují, jsou dlouhodobé. Někteří nemocní je mohou i podceňovat a 
k lékaři se dostaví až po několika měsících jejich trvání7. 
rozsáhlý zahájení AT léčby 
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2.2 Multirezistentní tuberkulóza 
 
 
Výskyt multirezistentní tuberkulózy (multi drug-resistatnt tuberculosis „MDRT“) 
v devadesátých letech 20. století se brzo ukázal být vážnou překážkou kontroly 
tuberkulózy ve světě. Jako multirezistentní se označují kmeny necitlivé alespoň na 
isoniazid a rifampicin. MDRT vyžaduje podávání antituberkulotik druhé řady, která jsou 
dražší a toxičtější než léky prvé řady. Je také třeba laboratoří, které jsou schopné 
detekovat multirezistentní kmeny M. tuberculosis. V roce 2000 byly zjištěny prvé 
případy tuberkulózy, vyvolávané kmeny necitlivými na téměř všechna antituberkulotika 
druhé řady. Tato onemocnění byla označena jako extrémně lékově rezistentní 
tuberkulóza (extensively drug-resistant tuberculosis „XDR-TB“). Podle definice je 
vyvolávána kmeny Mycobacterium tuberculosis, necitlivými na 3 a více ze 6 
antituberkulotik druhé řady. Při rozsáhlé studii, na které se podílelo 49 států, bylo 
výsledkem zjištění, že 20 % z počtu 17 690 kmenů, izolovaných ve spolupracujících 
státech, bylo multirezistentních a 10 % z těchto multirezistentních bylo extrémně 
rezistentních. Tyto kmeny nalezli v 17 státech ve všech zeměpisných oblastí. Je to 
důkaz, že XDR-TB je široce rozšířená, představuje ohrožení lidské společnosti, je 
překážkou kontroly TBC a navíc naznačuje možný vznik epidemie prakticky neléčitelné 
tuberkulózy. Velmi problematickým regionem se ukazuje být Jižní Afrika, kde je 
pravděpodobné, že jak MDR- tak XDR-tuberkulóza je dosti rozšířenou infekcí, ale pro 
nedostatečnou kapacitu laboratoří zůstává neodhalená. Situaci ještě zhoršuje interakce 
infekce TBC a HIV, která je v této oblasti značně rozšířená. Poradní komise SZO 
doporučila opatření ke kontrole a prevenci obou infekcí.Multirezistentní tuberkulóza má 
úmrtnost až o 80% 8 9. 
Dýchací ústrojí je postiženo u 85 % nemocných a přibližně 15 % tvoří mimoplicní 
formy. Zde bývá nejčastěji postižena pleura, mízní uzliny, kosti, klouby, kůže a 
urogenitální trakt.Mimoplicní TBC se často vyskytuje u osob s poruchou imunitního 
systému10. 
Příčiny vzniku MDRT jsou – neadekvátní léčebný režim, chybné dávkování, 
nekontrolovaná léčba, intolerance preparátů, předčasné ukončení léčby, špatná 
spolupráce pacienta, genetická mutace mykobakterií, migrace obyvatel, neúčinná léčba, 
selekce a pomnožení rezistentních mutant11. 
 
 8 
 
 
 
Výskyt multirezistentních mykobakterií ve světě 3 
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2.3 Vakcinace 
 
V roce 1921 vypěstovali Calmette a Guérin oslabený kmen M. bovis, který bylo 
možno použít k preventivní vakcinaci u lidí. Vypěstovali nový kmen, který ztratil 
značnou část virulence pro pokusné zvíře i člověka. Tento kmen byl na jejich počest 
pojmenován jako bacil Calmetteův-Guérinův (BCG) a očkování proti tuberkulóze se tak 
nazývá kalmetizací. Kalmetizace je dnes aplikována ve třech čtvrtinách všech zemí pěti 
kontinentů a má stále, hlavně v rozvojových zemích, nezastupitelný význam v prevenci 
onemocnění tuberkulózou. Imunitní odpověď organizmu vyvolaná BCG vakcinací 
zabraňuje rozvoji tuberkulózní infekce. Při opakovaném intrafamiliárním kontaktu s 
vysoce nakažlivým zdrojem může i očkovaný jedinec onemocnět tuberkulózou. 
Novorozenci a kojenci se do jednoho roku života očkují na rozhraní střední a horní 
třetiny levé paže. Po třech až čtyřech měsících po očkování se provede přešetření místa 
vpichu (zjištění jizvy) a regionálních uzlin. Pokud se nezjistí žádná lokální reakce, 
provede se po skončení základního očkování proti ostatním infekčním nemocem 
kontrolní tuberkulinový test (ve dvou letech života) a v případě negativního testu se děti 
nevakcinují 12.  
 
Proočkovanost proti TBC ve světě 3 
 
 
 
 10 
2.4 Léčba tuberkulózy 
 
Jako antituberkulotika, resp. antimykobakteriální látky, se používají léčiva 
chemicky rozličné struktury, a to jak syntetického či polosyntetického, tak i přírodního 
původu, působící různými mechanismy. Mykobaktérie patří do skupiny 
acidorezistentních mikroorganismů. Jeho buňky se vyznačují neobvykle vysokým 
obsahem lipoidních látek (až 40 %) a tvoří hrubé hydrofobní kolonie, které se projevují 
pomalým růstem a velkou stabilitou. Lipidy (glykolipidy, mykosidy) jsou tvořeny 
dlouhými větvenými mastnými kyselinami a neobvyklou alkoholickou složkou – 
disacharidem trehalosou. Další podíl lipidů je ve formě sulfolipidů a komplexu 
mykosidů s bílkovinami, tzv. „vosku D“, který je zodpovědný za buněčnou imunitní 
odpověď a projevuje se tvorbou granulomů. S vývojem antituberkulotik do značné míry 
souvisí hledání účinných antileprotik, tj. sloučenin používaných k léčbě lepry, jejíž 
původcem je acidorezistentní mikroorganismus M. leprae13.     
 
Léčba tuberkulózy patří plně do rukou specialistů oboru TRN (tuberkulóza a 
respirační nemoci), včetně léčby chirurgické. Léčba tuberkulózy je poměrně náročná – 
trvá 6 až 9 měsíců, a pacient musí v prvních měsících užívat kombinaci 4 či dokonce 5-
ti léků. Ideální je pokud jsou všechny tyto chemické látky kombinovány do jedné 
tablety. Léky se během prvních dvou až tří měsíců užívají denně, v následujících 
měsících lze někdy dávky zredukovat na dvě až tři týdně. Pacient musí také docházet na 
pravidelné kontroly14 . Hlavní zásadou léčby všech forem tuberkulózy je plně 
kontrolovaná aplikace standardizovaných léčebných režimů, to znamená kombinací 
antimykobakteriálních léků (antituberkulotik =AT) po předepsanou dobu.  
 
Důležité jsou dvě základní vlastnosti AT: 
a) baktericidní účinek – což je usmrcování největší části rychle se dělící mykobakteriální    
         populace, 
b) sterilizační účinek – tedy zabíjení tzv. „perzistorů“ (menších skupin bakterií     
                                      s omezeným růstem). 
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Kombinovaná léčba je zapotřebí z hlediska prevence rozvoje lékové rezistence, 
která se stává problémem současnosti. Příčin vzniku rezistence kmene je celá řada: 
neadekvátní léčebný režim a dávky léků, nekontrolovaná léčba, intolerance preparátů, 
přerušovaná a předčasně ukončená léčba. Důsledkem těchto okolností pak vlastní 
rezistence mykobakterií vzniká genetickou mutací a následným pomnožením těchto 
rezistentních mutant15 . 
 V současné době jsou za nejúčinnější považovány plně kontrolované, krátkodobé 
režimy. Pro tyto režimy je používána zkratka DOTS (Directly Observed Treatment 
Short-Course). Léčebný režim je rozdělen na dvě fáze: iniciální a pokračovací.  
Iniciální (úvodní) fáze trvá obvykle 2 měsíce a doposud platí doporučení, aby 
probíhala za hospitalizace. Podmínkou propuštění je podle současných doporučení 
uspokojivý klinický stav a bakteriologická negativita. Pokračovací fáze následuje 
bezprostředně po iniciální fázi a obvykle trvá 4 až 6 měsíců, probíhá pod dohledem 
ambulance oboru TRN16. 
 
 
 
2.4.1 Antituberkulotika první linie 
 
Níže popsané účinné látky představují hlavní antituberkulotika, která se dnes 
standardně používají k léčbě TBC. Skupinu antituberkulotik tvoří jednak skupina antibiotik, 
kam zahrnujeme rifampicin, streptomycin a dále skupina chemoterapeutik, k nimž se řadí 
isoniazid, ethambutol a pyrazinamid 17.  
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Pyrazinamid 
 
 
 
Pyrazinamid působí baktericidně na M. tuberculosis, zatímco M. bovis a jiní 
původci jsou většinou rezistentní. Význam pyrazinamidu spočívá v tom, že jeho 
nasazení v počátečních fázích léčení v kombinaci s rifampicinem a isoniazidem zkracuje 
nutnou dobu léčení z 9 měsíců na 6 měsíců a snižuje četnost dalších recidiv. 
Pyrazinamid je proléčivem, které vyžaduje aktivaci pyrazinamidasou k přeměně 
na aktivní formy metabolitu pyrazinové kyseliny18.  
 
 
Biokonverze pyrazinamidu na pyrazinkarboxylovou kyselinu 
N
N
O
NH2
N
N
O
OHH2O
nikotinamidása
 
 
 
Pokusy o modifikaci této molekuly nebyly příliš úspěšné, neosvědčila se náhrada 
pyrazinového jádra jiným heterocyklem, naopak pozitivní výsledky přinesla substituce 
pyrazinového jádra alkylem či halogenem. Největší význam při hledání aktivnější 
molekuly má ovšem karboxamidová skupina21. Modifikace pyrazinového jádra i esteru 
vedly k rozšíření aktivity pyrazinamidu o další mykobaktérie (M. avium, M. kansasii) a i 
o organismy, které normálně nejsou vůči pyrazinamidu vnímavé. Několik z těchto 
sloučenin má i větší aktivitu než pyrazinamid proti Mycobacterium tuberculosis19. 
Estery kyseliny pyrazinové byly navrženy jako alternativy pyrazinamidu, avšak 
nejvíce slibné sloučeniny byly v krvi rychle degradovány. K tomu, aby se získaly 
sloučeniny, které mohou „přežít“ transportní fázi, syntetizovali se lipofilní estery a 
amidy kyseliny pyrazinové a studovala se jejich aktivita vůči M. tuberculosis, jejich 
N
N
O
NH2
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stabilita v plazmě, jaterní metabolismus a také jejich aktivaci mycobakteriálním 
homogenátem. Bylo zjištěno, že nové lipofilní estery jsou aktivní v koncentracích již 
10krát nižších než, které potřebuje pyrazinamid k zabití M. tuberculosis, a mají také 
vhodnou stabilitu v přítomnosti plazmy. Přestože jsou amidy pyrazinové kyseliny 
v plazmě stabilnější, jejich aktivita je nižší. Důvodem může být poměr aktivace obou 
typů proléčiv, zatímco estery jsou mykobakteriálními esterasami aktivovány snadněji, 
amidy jsou rezistentní k aktivaci a nejsou přeměňovány na pyrazinovou kyselinu ve 
vhodném poměru20. 
 
Isoniazid (hydrazid kyseliny isonikotinové) 
 
N
NHO
NH2
 
 
Obrovský úspěch jednoduché molekuly isoniazidu podnítil velký syntetický zájem 
o tuto skupinu, avšak žádná z modifikací modelové látky ji zatím svými vlastnostmi 
nepřekonala. Ze studií vyplynulo, že pyridinové jádro nelze nahradit jiným cyklem či 
alifatickým zbytkem, další substituce pyridinového jádra se neosvědčila a příprava 
polohových izomerů také nevedla k účinnějším strukturám. Žádaný efekt nepřinesla ani 
záměna hydrazidové skupiny jinými skupinami. Určitý význam však měly modifikace 
hydrazidového zbytku. Takovou látkou byl například iproniazid. Pozdější studie 
odhalily jeho schopnost snižovat deprese prostřednictvím inhibice monoaminooxidasy. 
Mechanismus účinku spočívá v interferenci při syntéze kyseliny mykolové, která 
je nezbytná pro tvorbu buněčné stěny mykobakterií. Má bakteriostatický až baktericidní 
účinek. Isoniazid je součástí prakticky všech léčebných režimů tuberkulózy. K 
nejvýznamnějším nežádoucím účinkům patří periferní neuropatie13 21.  
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Ethambutol 
 
 
 
NH
NH
OH
OH
CH3
CH3
 
 
 
 
 
Ethambutol je bakteriostatické chemoterapeutikum, vhodné především v těch 
případech, kdy během terapie TBC kombinací isoniazid, rifampicin, pyrazinamid 
vznikla na jednu ze složek rezistence. Jeho místo je v terapii plicní tuberkulózy, používá 
se k léčbě infekce vyvolané M. avium u pacientů se syndromem získané 
imunodeficience. Jedná se o opticky aktivní sloučeninu typu aminoalkoholu se dvěma 
izolovanými chirálními atomy uhlíku. Účinný je pouze pravotočivý S,S izomer, zatímco 
levotočivý izomer je inaktivní a jeho další stereoizomery jsou toxické.  
Mechanismus účinku ethambutolu spočívá v polymerizaci arabinózy v buněčné 
stěně mykobaktéria. Místem jeho účinku je arabinofuranosyltransferasa, jež katalyzuje 
biosyntézu lipoarabinomannanu, nezbytného pro zachování integrity mykobakteriální 
stěny. Ze všech nežádoucích účinků ethambutolu je třeba zmínit poruchu vidění 13 21. 
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Rifampicin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rifampicin je nejstarší terapeuticky používaný zástupce skupiny ansamycinových 
antibiotik a má velmi široké spektrum účinku. Pro rifamyciny je typické žluté až červené 
zbarvení, dané přítomností konjugovaného systému aromatické části molekuly a 
dvojných vazeb. Toto zbarvení přechází i do exkretů. To znamená, že zbarvují moč, pot, 
sliny i slzy. 
 Mechanismus účinku spočívá v inhibici DNA dependentní RNA-polymerasy 
v citlivých kmenech mykobakterií 13 21.  
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Streptomycin  
 
 
 
 
 
 
Je produkován mikroorganismy Steptomyces griseus a patří do skupiny 
aminoglykosidů. Působí bakteriostaticky a je díky přítomnosti dvou silně bazických 
guanidinových skupin a slaběji bazické methylaminové skupiny poměrně silná trojsytná 
báze. Jakožto vysoce polární molekula se z trávicího ústrojí téměř neresorbuje, proto se 
musí aplikovat parenterálně. Používá se ve formě síranu, který je velmi dobře rozpustný 
ve vodě. Roztoky jsou ve vodě nestabilní při zvýšené teplotě.  
Mechanismus účinku spočívá v tom, že se váže na ribozom bakterie a v důsledku 
toho jsou vkládány nesprávné aminokyseliny do buněčné stěny bakterie. K hlavním 
nežádoucím účinkům patří neurotoxicita a ototoxicita 13 21.  
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2.4.2 Další antituberkulotika 
 
Další v terapii používaná antituberkulotika jsou ze skupiny antibiotik. Z 
aminoglykosidů se výjimečně využívají ještě neomycin či kanamycin. Z ostatních 
skupin mají omezené použití antibiotika odvozená od jedné aminokyseliny (cykloserin), 
dipeptidová (peniciliny, kombinace amoxicilinu a klavulanové kyseliny), polypeptidová 
(viomycin, kapreomycin) či tetracyklinová antibiotika (minocyklin). Ze skupiny 
makrolidových antibiotik lze u infekcí vyvolaných M. avium komplexem použít 
klarithromycin a azithromycin. A ze skupiny fluorovaných chinolonů, např. 
ciprofloxacin. Na samém konci dvacátého století postupně uvedeny do terapie deriváty 
rifampicinu a to rifabutin, rifapentin či rifalazil jako důsledek obnoveného zájmu o tuto 
terapeutickou skupinu, zejm. v souvislosti se zvyšující se hrozbou AIDS. Deriváty 
rifampicinu patří dnes mezi nejvýznamnější antituberkulotika. 
Na počátku 21. století je racionální vývoj nových antituberkulotik založen na 
definici jednotlivých kroků biosyntézy mykobakteriální buněčné stěny (glykosylace, 
biosyntéza mastných kyselin a kyseliny diaminopimelové, isocitrát lyasa), na 
důkladném zmapování genomu Mycobacterium tuberculosis či v detekci genů 
ovlivňujících latenci a virulenci. Tyto poznatky jsou využívány v kombinaci s 
moderními prostředky farmaceutického výzkumu (kombinatoriální chemie, molekulové 
modelování) 21.  
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
 
3.1 Vlastnosti pyrazinového jádra  
 
 
  Pyrazin (1,4-diazin) představuje vysoce symetrickou molekulu. Jedná se o 
slabě aromatickou sloučeninu, která se svými vlastnostmi blíží vlastnostem terciárních 
alifatických aminů a chová se jako slabá dvojsytná báze (pK1 = 0,57; pK2 = -5,51)22. 
Pyrazinové jádro je planární útvar, který může být znázorněn jako rezonanční hybrid 
několika základních struktur. Pyrazin, podobně jako ostatní diaziny, nepodléhá snadno 
elektrofilním substitucím, např. Friedel-Craftsovým aromatickým substitucím. Přímý 
elektrofilní atak je ztížen induktivním efektem dusíkových atomů pyrazinu, a tedy 
existencí rezonančních struktur, které jsou příčinou kladného náboje na atomech uhlíku 
heterocyklu. Výhodnější jsou z tohoto důvodu substituce nukleofilní 23.  
 
N
N
N
N
N-
N
N
N
+ +
 
 
Pyraziny a jejich deriváty, stejně jako sloučeniny s částečnou strukturou pyrazinu 
jako např. chinoxalin, phenazin, pteridin, flavin a jejich deriváty, jsou charakterizované 
neobsazeným molekulárním orbitalem a schopností působit jako spojovací ligandy. 
Díky těmto dvou vlastnostem mají 1,4-diaziny charakteristickou biologickou aktivitu (a 
obzvláště pak výchozí látka – pyrazin). 
Pyrazinový kruh je důležitou částí molekul, které mají strukturní podobnost 
s peptidy, a slouží k modulaci interakcí mezi proteiny a léčivem. Důležitost 
pyrazinového kruhu pro biologickou aktivitu můžeme zhodnotit v první řadě z pohledu 
molekulové hmotnosti a jejích fyzikálně chemických vlastností. V relativně malých 
sloučeninách je pyrazinový kruh nutný pro aktivitu kvůli podobnosti s přírodními 
sloučeninami, např. nikotinamidem (vitamín B3), podobnosti s nukleovými bázemi 
odvozených od pyrimidinu (1,3-diaziny) nebo při vývoji nových protirakovinových 
nebo protivirových léčiv obsahujících 1,4-diazinový kruh24. 
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3.2 Příprava acylhalogenidů  
 
 
Acylhalogenidy jsou pro svou velkou reaktivitu velmi důležitými funkčními deriváty 
kyselin. Acylhalogenidy lze připravit řadou reakcí karboxylových kyselin s halogenidy 
fosforu, thionylu, fosforylu či sulfurylu. Nejvýhodnější syntézou z hlediska čistoty 
připravovaných acylhalogenidů se jeví být použití chloridu thionylu (thionylchlorid 
SOCl2)25. 
   
 
Obecný princip přípravy acylhalogenidů:  
 
 
SOCl2
N
N
O
OH
N
N
O
Cl
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3.3 Příprava esterů karboxylové kyseliny 
 
1.Reakce acylhalogenidů s alkoholem za vzniku příslušného esteru  karboxylové     
   kyseliny  
 
Obecný princip přípravy esterů karboxylové kyseliny I 
N
N
O
O
R
+ R OH
N
N
O
Cl
 
 
2.Reakce výchozí karboxylové kyseliny s alkoholem za přítomnosti koncentrované 
kyseliny sírové za vzniku příslušného esteru 
 
Obecný princip přípravy esterů karboxylové kyseliny II 
+ R OH
H2SO4
N
N
O
OH N
N
O
O
R
 
 21 
3.4 Mikrovlny 
 
 O výzkum mikrovln v oblasti využití pro člověka se zasloužil především Percy 
Spencer, který se zabýval bezdrátovou telegrafií a v průběhu druhé světové války 
konstruoval magnetrony. Fakt, že mikrovlny jsou schopny ohřívat molekuly vody, 
učinil Spencer omylem, když stál před spuštěným magnetronem a v kapse se mu 
rozpustila tabulka čokolády. Stalo se to roku 1945 a položil tak základy k sestrojení 
mikrovlnné trouby. S mikrovlnnými přístroji se můžeme setkat téměř v každé 
domácnosti. K nejčastějším patří mikrovlnná trouba, dále to mohou být například 
vysílače Wi-Fi signálu. Mikrovlny se mohou též díky vlastnosti, že ohřívají vodu, 
používat k vysoušení vlhkých knih a tiskovin. Tohoto se také využívá k hubení škůdců 
v domácnostech, jelikož jejich těla se skládají převážně z vody, kdežto okolní stavbu 
mikrovlny nepoškodí. 
 
 Vliv mikrovln na molekulu látky je působení na její rotačně-vibrační moment. 
Ten je pro každou molekulu specifický, popisuje schopnost molekuly rotovat a vibrovat 
(závisí na velikosti, tvaru, hmotnosti a rozložení náboje). A právě rotačně-vibrační pásy 
při spektroskopii molekuly odpovídají mikrovlnným délkám. Tedy elektro-magnetické 
vlnění v mikrovlnných délkách může dodat energii rotaci a vibraci molekuly. Pro 
každou molekulu je třeba jiná vlnová délka26. Mikrovlny velmi rychle mění polaritu 
elektromagnetického pole v daném místě, podobně jako rozkmitaná struna mění svoji 
polohu nahoru a dolů. Takové oscilující pole působí na dipóly vody, rozkmitává je a 
dodává jim tak energii. Tato energie se projeví například rozrušováním chemických 
vazeb v řetězcích molekul navázaných k sobě a zvyšováním pohybové energie molekul. 
Navenek potom pozorujeme tento zvýšený pohyb molekul jako růst teploty. Důležité je, 
že frekvence mikrovln (asi 2,45 GHz) je stejná jako vlastní frekvence kmitání dipólů 
vody. Dochází zde tedy k jevu rezonance, mikrovlny tedy díky rezonanci nejlépe 
rozkmitají právě molekuly vody, na jiné molekuly pole příliš nepůsobí27. 
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Mikrovlnný systém pro syntézu: 
Z hlediska technického provedení existují  
dva základní druhy mikrovlnných zařízení, buď  
s rozptýleným polem nebo s fokusovaným polem.  
Fokusované pole je výhodnější pro výzkum 
 v malém měřítku, neboť reaktant se umísťuje přímo 
 do vlnovodu: 
 
 
Řada mikrovlnných reaktorů Discover® je vystavěna na bázi CEM FocusedTM 
Microwave Technology - mikrovlnné technologie, která představuje jedinečný 
jednokomorový systém umožňující automaticky soustředit mikrovlnnou energii s 
maximální účinností bez ohledu na fyzikální vlastnosti reakce. 
 
Přednosti přístroje: 
-vysoká rychlost ohřevu v celém objemu,  
-urychlení chemických reakcí přehřátím reakční směsi, 
-umožnění provedení reakce při vyšší teplotě bez použití tlaku, 
-možnost zvýšení selektivity chemických reakcí, 
-provedení reakcí, které probíhají obtížně za klasických podmínek  
-významné úspory použitých rozpouštědel a energie 
-autosampler až na 24 zkumavek 
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3.5 Flash chromatografie  
 
 
 
Flash chromatografie je rychlá forma preparativní kolonové chromatografie, která 
je založená na optimalizovaných již zabalených kolonách, skrz které je pumpováno 
rozpouštědlo vysokou rychlostí/ velký průtokem. Jedná se o jednoduchý a ekonomický 
přístup v preparativní chromatografii. Technika byla publikována v časopise Organic 
Chemistry již v roce 1978 jako alternativa k jednoduché kolonové chromatografii. Pro 
čištění organických sloučenin je flash chromatografie rychlou a levnou technikou. Byla 
vyvinuta v roce 1978 W.C.Stillsem a v dnešní době se jedná o populární metodu čištění 
a separace. Stále více se otevírá širší možnost využití této metody pro separaci při 
použití reverzních fází. 
Flash chromatografie využívá plastové kolony naplněné nějakou formou pevného 
základu, obvykle se jedná o silikagel, a vzorku, který se dělí na povrchu silikagelu. 
Zbytek sloupce je naplněn mobilní fází, a s pomocí tlaku tak umožňuje vzorku projít 
kolonou a rozdělit se. Rychlost průtoku může být od 10ml/min až po 300ml/min (v 
závislosti na tlaku).Flash chromatografie zpočátku využívala tlaku vzduchu, ale dnes 
využívá pump k urychlení separace. Tato technika je považována za techniku 
využívající nízký až střední tlak a může být určena pro separace od několika miligramů 
po mnoho desítek až stovky gramů. Je mnoho aplikací k využití Flah chromatografie, 
např. farmaceutický vývoj, čištění vzorků, přečištění přírodních produktů a mnoho 
dalších. 
Po chemické syntéze je potřeba danou látku/sloučeninu vyčistit a oddělit. Chemik 
má na výběr z dostupných technik a to: krystalizace, separace, filtrace, destilace, čištění 
kapalinovou chromatografií. Všechny z těchto technik mají při syntéze své místo. 
Avšak nejčastěji je používána technika separace. Typy separací se vzájemně liší ve své 
účinnosti a rozlišení. Obecně platí, že čím vyšší rozlišení, tím lze použít menší množství 
vzorku. Pro čištění jsou většinou použita velká množství vzorku a proto je flash 
chromatografie nebo sloupcová chromatografie optimální metodou. 
Rozlišení je o dost nižší než u HPLC, a tak musí být vzorek méně složitý, aby 
došlo k dobré separaci28. 
 
 
 
 24 
 
Flash chromatografie vs. klasická kolona 
 
V moderní flash chromatografii jsou skleněné sloupce nahrazené plastovými 
kolonami, které jsou bezpečnější a také se po použití mohou znovu použít. 
Rozpouštědlo je pumpované skrz náplň, kde průtok je mnohem rychlejší. Kolona také 
může být spojená s detektory a sběrem frakcí. 
 
V klasické sloupcové chromatografii se plní skleněné sloupce silikagelem. To je 
nebezpečné i z důvodu možného vdechování silikagelu. Oddělení je velmi pomalé 
(většinou mnoho hodin) a je omezené na izokratickou směs. Na konci procesu, musí být 
silikagel odstraněný, čištěný a usušený. To je zdlouhavé a nebezpečné. 
 
Jeho vyšší pořizovací cena oproti koloně je vynahrazena výrazným urychlením 
separace, ale i nižšími náklady na rozpouštědla a silikagel29. 
 
Přístroj CombiFlash® Rf 
- UV detektor s proměnnou vlnovou délkou v rozmezí 200-360 nm 
- Velikost kolony 4 g až 330 g 
- Možnost použít až 4 rozpouštědel 
- Rychlost průtoku 5-200 ml/min při tlaku 13.8 baru při použití    
   originálních kolon   
- Možnost sběru frakcí až do 150 zkumavek  30 
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4 PRAKTICKÁ ČÁST 
 
 
4.1 Přístroje a chemikálie 
 
 
Produkty všech reakcí byly podrobeny tenkovrstvé chromatografii za pomoci 
desek Merck UV 254 TLC plates (Merck, Darmstadt, Germany) ve vyvíjecí soustavě 
aceton - toluen (1:1), nebo hexan – ethyl-acetát (1:2). K detekci jsme používali UV 
lampu se světlem o vlnové délce 254 nm.  
K čištění vzorků byla použita metoda flash-chromatografie na přístroji 
CombiFlash® Rf, (Teledyne Isco, Inc. Lincoln, Nebraska, USA) s gradientovou elucí 
od 0 % do 100 % ethyl-acetátu v hexanu. Jako sorbent byl použit Merck Silica Gel 60 
(0.040 - 0.063 mm) (Merck, Darmstadt, Germany). 
Teploty tání byly stanoveny v kapiláře na přístroji Stuart Scientific, SMP3, 
Bibby Sterling LTD, UK, Bibby Sterling LTD, UK, a jsou nekorigované. 
Elementární analýzy CHN na analyzátoru EA1110CE (Fisons Instruments 
S.p.A., Milano, Itálie) provedla paní Věnceslava Hronová na KFCHKL. 
Infračervená spektra byla naměřena paní Ivou Vencovskou na KAOCH FaF UK 
pomocí FT-IR spektrometru Nicolet 6700 (Nicolet - Thermo Scientific, USA) v KBr 
peletách. 
1H NMR a 13C NMR spektra byla měřena na přístroji Varian Mercury Vx 
BB300 (299,95 MHz pro 1H a 75,43 MHz pro 13C) Bruker Comp. (Karlsruhe, 
Německo). Měření provedl a spektra vyhodnotil doc. PharmDr. J. Kuneš, CSc. 
z KAOCH Faf UK. Chemické posuny jsou vztaženy k Si(CH3)4. 
Log P byl vypočten pomocí programu Advanced Chemistry Development verze 
12,01 (www.acdlabs.com) 
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4.2 Schéma prováděných reakcí 
 
K esterifikaci bylo použito 0,00093 molu výchozí kyseliny  
(6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylová kyselina), 7 ml příslušného alkoholu a 0,002 
molu kyseliny sírové 96%. K urychlení průběhu reakcí byl použit přístroj CEM 
Discover Explorer 24, kde látky reagovaly za neustálého míchání 20 minut při teplotě 
120 0C , za tlaku 15 barů a při použití energie 75 W. 
 
 
Esterifikace výchozí 6-anilinopyrazin-2-karboxylové kyseliny31 : 
 
NH N
N
O
O
RNH N
N
O
OH
+ R OH
H2SO4
 
 
 
R  =   
 
R CH3
    
           
CH3R
 
           
CH3R
 
          
 
CH3
CH3
R
 
        
   
CH3
CH3
R
 
          
  
R CH3
 
 27 
4.3 Nově připravené estery substituované 
pyrazinkarboxylové kyseliny a jejich charakteristiky  
    
 
4.3.1 Ethylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové (1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sumární vzorec C13H13N3O2 
Navážka 0,1157 g 
Výtěžek 0,0257 g (22 % teoretického výtěžku) 
M. h. 243,26 
TT 133-135 °C 
RF 0,431 
log P 2,91 
Elementární 
analýza 
Vypočteno: C (64,19 %); H (5,39 %); N (17,27 %); O (13,15 %) 
Nalezeno: C (64,07 %); H (5,18 %); N (17,08 %) 
IČ spektrum, 
(CHCl3), [cm-1]: 
3214 (NH), 2962 (ethyl), 1722 (CO), 1627 (benzen), 1528 (NH), 
1482, 1349, 1261, 1213, 1029 (pyrazin). 
1H NMR, (300 
MHz, CDCl3) δ 
9.82 (1H, s, NH), 8.50 (1H, s, pyrazin), 8.40 (1H, s, pyrazin), 7.8 
(2H, d, arom), 7.3 (2H, t, arom), 7.0 (1H, m, arom), 4,28 (2H, t, 
CH2), 2.5 (2H, m, CH2), 1.35 (3H, t, CH3). 
13C NMR, (75 
MHz, CDCl3) δ 
164.32, 151.71, 140.41, 139.52, 138.72, 134.14, 129.03, 122.09, 
118.53, 61.46, 40.53, 38.87, 14.27. 
 
NH N
N
O
O CH3
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záznam IČ spektra, (CHCl3), [cm-1] pro ethylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-
karboxylové (1): 
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záznam 1H NMR spektra, (300 MHz, CDCl3) δ pro (1) : 
 
 
záznam 13C NMRspektra (75 MHz, CDCl3) δ pro (1): 
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4.3.2 Propylester  kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové (2) 
 
 
 
 
 
                    
 
 
 
 
 
 
 
 
Sumární vzorec C14H15N3O2 
Navážka 0,0963 g 
Výtěžek 0,0216 g (22 % teoretického výtěžku) 
M. h. 257,23 
TT 92-93 °C 
RF 0,458 
log P 3,44 
Elementární analýza Vypočteno: C (65,35 %); H (5,88 %); N (16,33 %); O (12,44 %) 
Nalezeno: C (65,25 %); H, (6,12 %); N (16,47 %) 
IČ spektrum, 
(CHCl3), [cm-1]: 
3208 (NH), 2969, 2934 (propyl), 1717 (CO), 1602 (benzen), 1548 
(NH), 1434, 1350, 1292, 1205, 1140, 1009 (pyrazin). 
1H NMR, (300 MHz, 
CDCl3) δ 
9.82 (1H, s, NH), 8.50 (1H, s, pyrazin), 8.40 (1H, s, pyrazin), 7.82 
(2H, d, arom), 7.30 (2H, t, arom), 6.98 (1H, m, arom), 4,24 (2H, t, 
CH2), 2.48 (2H, s, CH2), 1.75(2H, m, CH2), 1.05 (3H, t, CH3). 
13C NMR, (75 MHz, 
CDCl3) δ 
164.45, 151.68, 140.46, 139.46, 138.81, 134.09, 128.99, 122.07, 
118.48, 66.76, 40.53, 38.86, 21.77, 10.50. 
 
 
 
 
NH N
N
O
O
CH3
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záznam IČ spektra, (CHCl3), [cm-1] pro propylester  kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-
karboxylové (2): 
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záznam 1H NMR spektra, (300 MHz, CDCl3) pro (2): 
záznam 13C NMRspektra (75 MHz, CDCl3) pro (2): 
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4.3.3   Isopropylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové (3) 
 
 
 
                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sumární vzorec C14H15N3O2 
Navážka 0,1987 g  
Výtěžek 0,0299 g (15 % teoretického výtěžku) 
M. h. 257,29 
TT 124,5-126,7 °C 
RF 0,486 
log P 3,26 
Elementární 
analýza 
Vypočteno: C (65,35 %); H (5,88 %); N (16,33 %); O (12,44 
%) 
Nalezeno: C (65,39 %); H, (5,87 %); N (16,20 %) 
IČ spektrum, 
(CHCl3), [cm-1]: 
3202 (NH), 2978, 2937 (isopropyl), 1707 (CO), 1581 (benzen), 
1548 (NH), 1435, 1293, 1205, 1140, 1101, 1007 (pyrazin). 
1H NMR, (300 
MHz, CDCl3) δ 
9.82 (1H, s, NH), 8.50 (1H, s, pyrazin), 8.40 (1H, s, pyrazin), 
7.82 (2H, d, arom), 7.26 (2H, t, arom), 6.96 (1H, m, arom), 
5,15 (2H, t, CH2), 2.48 (1H, s, CH), 1.15 (6H, m, 2x CH3). 
13C NMR, (75 
MHz, CDCl3) δ 
163.80, 151.70, 140.46, 139.76, 138.60, 134.09, 129.03, 
122.06, 118.51, 69.09, 40.53, 39.14, 38.86, 21.79. 
NH N
N
O
O CH3
CH3
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záznam IČ spektra, (CHCl3), [cm-1] pro isopropylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-
2-karboxylové (3): 
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záznam 1H NMR spektra, (300 MHz, CDCl3) δ pro (3): 
záznam 13C NMRspektra (75 MHz, CDCl3)  pro (3): 
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4.3.4 n-Butylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové (4) 
 
 
 
 
                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sumární vzorec C15H17N3O2 
Navážka 0,1934g 
Výtěžek 0,0686 g (35 % teoretického výtěžku) 
M. h. 271,31 
TT 88,2 – 89,6 °C 
RF 0,486 
log P 3,97    
Elementární 
analýza 
Vypočteno: C (66,40 %); H (6,32 %); N (15,49 %); O (11,79 %) 
Nalezeno: C (66,21 %); H (6,11 %); N (15,27 %) 
IČ spektrum, 
(CHCl3), [cm-1]: 
3276 (NH), 2959, 2971 (butyl), 1701 (CO), 1630 (benzen), 1538 
(NH), 1442, 1301, 1277, 1175, 1127 (pyrazin). 
1H NMR, (300 
MHz, CDCl3) δ 
9.82 (1H, s, NH), 8.50 (1H, s, pyrazin), 8.40 (1H, s, pyrazin), 7.82 
(2H, d, arom), 7.26 (2H, t, arom), 6.96 (1H, m, arom), 4,15 (2H, t, 
CH2), 2.44 (2H, s, CH2), 1.75 (2H, m, CH2), 1.45 (2H, m, CH2), 
0.96 (3H, t, CH3). 
13C NMR, (75 
MHz, CDCl3) δ 
164.45, 151.66, 140.46, 139.45, 138.81, 134.08, 128.95, 122.06, 
118.47, 65.01, 40.53, 38.86, 30.34, 18.93, 13.83. 
NH N
N
O
O CH3
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záznam IČ spektra, (CHCl3), [cm-1] pro n-butylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-
karboxylové (4): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 38 
 
záznam 1H NMR spektra, (300 MHz, CDCl3) pro (4): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
záznam 13C NMRspektra (75 MHz, CDCl3) pro (4): 
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4.3.5 Isobutylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové (5) 
 
                       
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sumární vzorec C15H17N3O2 
Navážka 0,1983 g 
Výtěžek 0,0547 g (28 % teoretického výtěžku) 
M. h. 271,31 
TT 83-86 °C 
RF 0,5 
log P 3,79 
Elementární 
analýza 
Vypočteno: C (66,40 %); H (6,32 %); N (15,49 %); O (11,79 %) 
Nalezeno: C (66,671 %); H (6,71 %); N (15,97 %) 
IČ spektrum, 
(CHCl3), [cm-1]: 
3358 (NH), 2962, 2953 (isobutyl), 1688 (CO), 1607 (benzen), 
1524 (NH), 1442, 1309, 1272, 1130, 1019 (pyrazin). 
1H NMR, (300 
MHz, CDCl3) δ 
9.82 (1H, s, NH), 8.50 (1H, s, pyrazin), 8.40 (1H, s, pyrazin), 7.84 
(2H, d, arom), 7.24 (2H, t, arom), 6.98 (1H, m, arom), 4,10 (2H, t, 
CH2), 2.42 (2H, s, CH2), 2.05 (2H, m, CH2), 1.02 (6H, m, 2x CH3). 
13C NMR, (75 
MHz, CDCl3) δ 
164.46, 151.64, 140.50, 139.37, 138.90, 134.06, 128.94, 122.04, 
118.45, 70.98, 40.53, 39.14, 38.87, 27.59, 19.00. 
NH N
N
O
O
CH3
CH3
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záznam IČ spektra, (CHCl3), [cm-1] pro isobutylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-
karboxylové (5): 
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záznam 1H NMR spektra, (300 MHz, CDCl3) pro (5): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
záznam 13C NMRspektra (75 MHz, CDCl3) pro (5): 
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4.3.6   Heptylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové (6) 
 
 
 
 
                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sumární vzorec C18H23N3O2 
Navážka 0,1835 g 
Výtěžek 0,1019 g (55 % teoretického výtěžku) 
M. h. 313,39 
TT 72-74 °C 
RF 0,542 
log P      5,56 
Elementární 
analýza 
Vypočteno: C (68,98%); H (7,40 %); N (13,41 %); O (10,21 %) 
Nalezeno: C (67,13 %); H (7.62 %); N (13.58 %) 
IČ spektrum, 
(CHCl3), [cm-1]: 
3295 (NH), 2955, 2926, 2856 (heptyl), 1701 (CO), 1629 
(benzen), 1529 (NH), 1445, 1302, 1274, 1174, 1054 (pyrazin). 
1H NMR, (300 
MHz, CDCl3) δ 
9.88 (1H, s, NH), 8.5 (1H, s, pyrazin), 8.4 (1H, s, pyrazin), 7.88 
(2H, d, arom), 7.22 (2H, t, arom), 6.96 (1H, m, arom), 4,10 (2H, t, 
CH2), 2.40 (2H, s, CH2), 1.62 (2H, p, CH2), 1.40-1.18 (8H, m, 
C4H8), 0.76 (3H, t, CH3). 
13C NMR, (75 
MHz, CDCl3) δ 
164.46, 151.66, 140.48, 139.46, 138.83, 134.08, 128.95, 122.02, 
118.46, 65.31, 60.91, 40.53, 40.25, 39.1, 38.86, 32.76, 31.55, 
31.43, 28.83, 28.31, 25.67, 22.27, 14.14. 
NH N
N
O
O
CH3
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záznam IČ spektra, (CHCl3), [cm-1] pro heptylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-
karboxylové (6): 
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záznam 1H NMR spektra, (300 MHz, CDCl3)  pro (6): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
záznam 13C NMRspektra (75 MHz, CDCl3) pro (6): 
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5 BIOLOGICKÉ HODNOCENÍ 
 
Antituberkulotická aktivita 
 
Nově syntetizované deriváty pyrazinu byly testovány in vitro na účinnost proti 
M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis I (divoký kmen, klinický záchyt), M. kansasii, 
M. avium (80/72) a M. avium (152/73). Testy provedla MUDr. Michaela Svobodová v 
Pardubické krajské nemocnici, a.s. na oddělení klinické mikrobiologie v laboratoři 
diagnostiky mykobakterií. Výsledky jsou zaznamenány v následující tabulce. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Číslo 
látky 
dle DP 
 
Strukturní vzorec 
MIC mg/l 
M. 
tuber-
culosis 
H37Rv 
M. tbc I 
(divoký 
kmen) 
M. 
kansasii 
M. 
avium 
80/72 
M. 
avium 
152/73 
 
1 
NH N
N
O
O CH3
 
64 64 >128 >128 >128 
 
2 
NH N
N
O
O
CH3
 
32 32 >128 >128 >128 
 
4 
NH N
N
O
O CH3
CH3
 
32 32 >128 >128 >128 
 
4 
NH N
N
O
O CH3
 
32 32 >128 >128 >128 
5 NH N
N
O
O
CH3
CH3
 
32 32 >128 >128 >128 
6 
NH N
N
O
O
CH3
 
16 16 >128 >128 >128 
 PZA 32 32 >128 >128 >128 
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6 DISKUSE 
 
Ve své diplomové práci jsem se zaměřil na syntézu látek ze skupiny esterů 
substituované pyrazinkarboxylové kyseliny. Reakce jsem prováděl pomocí reaktoru 
Discover® na bázi CEM FocusedTM Microwave Technology. Optimalizoval jsem 
podmínky pro finální estery (míchání 20 minut při teplotě 120 0C , za tlaku 15 barů a při 
použití energie 75 W).  
 
Bylo syntetizováno šest v chemické literatuře dosud nepopsaných látek charakteru 
substituovaných esteru pyrazinkarboxylové kyseliny s obecným vzorcem: 
 
                          
NH N
N
O
O
R
 
 
 
R = ethyl, propyl, isopropyl, n-butyl, isobutyl a heptyl 
 
 
Finální látky byly čištěny za pomoci chromatografu CombiFlash® Rf a následně 
charakterizovány pomocí teploty tání, TLC, IČ spektry, 
1
H a 
13
C NMR spektry. Dále 
byly u látek zjištěny hodnoty lipofility log P pomocí programu Advanced Chemistry 
Development verze 12,01 (www.acdlabs.com). Hodnota log P je logaritmus 
rozdělovacího koeficientu v soustavě n-oktanol/voda. Vypočítaná lipofilita se pohybuje 
v rozmezí log P 2,91 až 5,56. Předpokládá se, že dostatečná lipofilita je jednou z 
důležitých a základních podmínek pro průnik přes vysoce lipofilní mykobakteriální 
stěnu. Z dosažených výsledků je patrné, že s rostoucí lipofilitou stoupá i 
antituberkulotická aktivita, kdy nejvyššího účinku dosahuje látka 6, která má zároveň i 
nejvyšší hodnotu lipofility (viz tabulka).  
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Přehled hodnot Log P a hodnot MIC pro nesyntetizované látky 
 
 
 
 
 
Látka Log P MIC (mg/l) 
1 2,91 64 
2 3,44 32 
3 3,26 32 
4 3,97 32 
5 3,79 32 
6 5,56 16 
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7 ZÁVĚR 
 
 
V rámci této diplomové práce jsem plnil následující úkoly:  
 
1. S použitím dostupné odborné literatury a internetu jsem provedl rešerši zaměřenou na 
současný význam tuberkulózy ve světě.  
 
2. V dostupné chemické literatuře jsem zjistil metody přípravy substituovaných esterů 
pyrazinkarboxylové kyseliny.  
 
3. Připravil jsem tyto v literatuře dosud nepopsané produkty:  
 
1) ethylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové 
2) propylester  kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové 
3) isopropylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové 
4) n-butylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové 
5) isobutylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové 
6) heptylester kyseliny 6-(fenylamino)pyrazin-2-karboxylové 
  
Výše uvedené produkty jsou charakterizovány teplotou tání, IČ, 
1
H a 
13
C NMR   
spektry. 
 
4. Vypočetl jsem log P nově připravených látek: log P připravených sloučenin se 
pohyboval v rozmezí 2,91 až 5,56. 
 
5. Vyhodnotil jsem výsledky in vitro antimykobakteriálního skríninku. 
 
6. Pokusil jsem se najít vztah mezi biologickou aktivitou a lipofilitou v sérii   
    připravených látek (viz. Diskuze).  
 
 
 
 49 
8 SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY 
                                                 
1
 Jedlička J., Klinika plicní tuberkulózy. Česko-slovenská grafická unie, a. s., Praha, 5–
17, 1939. 
 
2
 Homolka J., Tuberkulóza – dosud nevyřešený problém  www.pneumologie.cz (datum    
         přistoupení březen 2010). 
 
3
 World Health Organization, http://www.who.int , (datum přistoupení březen 2010). 
 
4
 Wallenfels J., Epidemiologická situace TBC v České republice a v Evropě. Kasuistiky 
v alergologii, pneumologii a ORL 2,S4, 2007. 
 
5
 Křepela K., Kos S., Tuberkulóza dětí a mladistvých. Standard léčebného plánu PED 6. 
www.pneumologie.cz (datum přistoupení březen 2010). 
 
6
 Peřinová J.,Tuberkulóza 
http://www.medonsolutio.cz/main.php?clanek=107132&rok=2001&e=&akce=1&nl=1
&right=zobraz_text.php&left=left.php&bottom=obsah.php  (datum přistoupení březen 
2010). 
 
7
 Bártů V. Tuberkulóza – onemocnění stále aktuální. Postgraduální medicína 2008;  
         10: 360–363. 
 
8
 Farmer P., The Major Infectious Diseases in the World -- To Treat or Not to Treat? N 
Engl J Med 345 (3):208-210. 
 
9
 Plesník V.,Mezinárodní unie proti tbc a plicním nemocím při SZO Weekly 
Epidemiological Report, No. 41, 13 October 2006, s. 386-390.  
 
10World Health Organization. Treatment of tuberculosis: guidelines for national 
programmes. 3rd edn WHO 2004, Geneva, Switzerland, Publication of 
WHO/CDS/TB/2003. 313. 
 
11
 Kapp C., XDR tuberculosis spreads across South Africa. Lancet 2007; 369: 729. 
 
12
 Křepela K., Tuberkulóza dětí a dorostu a její diferenciální diagnostika, Maxdorf 
Jessenius, 1995. 
 
13Lullman H.,Mohr K.,Wehling M.,Farmakologie a toxikologie :15. zcela přepracované 
vydání, Grada, Havlíčkův Brod 2004, 728 s. , [ISBN 80-247-0836-1] . 
 
14
 http://www.lekari-bez-hranic.cz/cz/aktuality/2007/TBC/tbc_details.php (datum 
přistoupení březen 2010). 
 
15
 Ošťádal O., Kos S., Tuberkulóza dospělých. Standard lékařské péče CLK 001LP 
(2002). www.pneumologie.cz (datum přistoupení březen 2010). 
 
16
 Tuberculosis. European Respiratory Monograph 4, Vol. 2,353, 1997. 
 
 50 
                                                                                                                                                        
17
 Lincová D., Farghali H., Základní a aplikovaná farmakologie. Galén, Karolinum, 
Praha 2005, 601 stran, ISBN: 80-7262-168-8 (Galén), ISBN: 80-246-0539-4 
(Karolinum). 
 
18Singh P, Mishra AK, Malonia SK, Chauhan DS, Sharma VD, Venkatesan K, Katoch 
VM, The paradox of pyrazinamide: an update on the molecular mechanisms of 
pyrazinamide resistance in Mycobacteria ,   J Commun Dis. 2006 Mar;38(3):288-98. 
 
19
 Cynamon M.H. et al. ,Pyrazinoic Acid Esters with Broad Spektrum in Vitro 
Antimycobacterial Aktivity, Journal of Medicinbal Chemistry, 1995, Vol. 38, No. 20 
(3902 – 3907). 
 
20
 Simoes M.F. et al.,Lipophilic pyrazinoic acid amide and ester prodrugs stability, 
activation and aktivity againts M.tuberculosis,European  Journal of Pharmaceutical 
Science 37 (2009) 257-263. 
 
21
 Doležal M., Hartl J. ,Opletalová V., Miletín M., Zimčík P., Kučerová M., 
Farmaceutická chemie IV. 1. vyd., Praha, Karolinum, 2006, [ISBN 80-246-1169-4]. 
 
22
 Pratt Y. T., The Pyrazines and Piperazines. In: Elderfield R. C., Heterocyclic 
Compounds. Vol. 6., str. 377. J. Wiley & Sons, New York 1957. 
 
23
 McCullough K. J., Pyrazines and Related Ring Structures. In: Ansell M. F., Rodd.s 
Chemistry of Karbon Compounds. 2. vyd., Vol. IV, s. 93-130. Elsevier,New York 
1995. 
 
24
 Brown D.J., The pyrazines: Supplement I. The Chemistry of heterocyclic compounds. 
Vol. 58. Wiley-Interscience, New York. 2002. 
 
25
 Hrabálek A., a kol., Laboratorní cvičení z organické chemie pro farmaceuty, 
Univerzita Karlova v Praze, Karolinum 1999, 170 stran, ISBN 80-7184-968-5. 
 
26
 Nohavová T., Ježková T., Marková T., Mikrovlny, http://fyzsem.fjfi.cvut.cz/2008-
2009/Leto09/proc/mikrovlny.pdf  (datum přistoupení březen 2010). 
 
27
 Alcazar J., Oehlrich D., Recent applications of microwave irradiation to medicinal 
chemistry,Source: FUTURE MEDICINAL CHEMISTRY   Volume: 2   Issue: 2  
Pages: 169-176   Published: FEB 2010. 
 
28
 Sherma J.,Preparative column liquid chromatography, JOURNAL OF AOAC 
INTERNATIONAL, Volume: 89, Issue: 3 Pages: 55A-63A MAY-JUN 2006. 
 
29
 http://www.labhut.com/education/flash/index.php (datum přistoupení březen 2010). 
 
30
 www.isco.com (datum přistoupení březen 2010). 
 
31
 Svobodová M., Potenciální antiflogistika ze skupiny substituovaných pyrazinů II. 
(Diplomová práce) Farmaceutická fakulta UK v Hradci Králové, 1994, s. 40. 
 
